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１．論文内容の要旨
水素エネルギーは次世代のクリーンなエネルギー源として注目されている。 [NiFe]ヒド
ロゲナーゼは高効率な水素の分解・合成触媒として応用が期待されており、その触媒反応
や酸素耐性機構解明の研究が進められている。これまで [NiFe]ヒドロゲナーゼの酸素耐性
にとっては、酸素耐性酵素の持つ特殊な構造の近位・鉄硫黄クラスター（ [4Fe-3S]）が必
須であると考えられてきた。最近、 Citrobacter sp. S-77 に見出された [NiFe]ヒドロゲ
ナーゼ（ S77HYB）は、近位の鉄硫黄クラスターが酸素感受性の高い標準的酵素と同様の 
[4Fe-4S]型であるにも関わらず、酸素に安定な性質を持つことが示された。本研究では、 
S77HYB の酸素耐性を遺伝子工学的手法と電気化学的手法によって評価した。また、 X 線結
晶解析法および分光学的手法を用いて [NiFe]ヒドロゲナーゼが持つ酸素防御の分子機構の
解明を目指した。
本研究では、まず、水素利用性の独立栄養条件では生育できない Ralstonia eutropha株
に S77HYBを導入し、それが空気条件下においても S77HYBの水素酸化活性に依存した独立
栄養培養で生育することを確認した。また、電気化学的手法（クロノアンペロメトリー測
定）により S77HYBが酸素条件下で触媒活性を維持できることを確認した。さらに、 S77HYB
の良質単結晶を調製し、その空気酸化型、水素還元型および化合物酸化型について高分解
能 X 線結晶解析を行った。その結果、近位 [4Fe-4S]クラスターとその近傍のアスパラギン
酸側鎖および水分子が、酵素の酸化還元に同期した可逆的な構造変化と再配置を示すこと
  
 
 
 
 
 
 
 
 
を見出し、これらが分子動力学シミュレーションの結果とも整合することを示した。また、
極低温 EPR分光法による解析の結果、酸化型 S77HYBの Ni-Fe活性部位が標準的 [NiFe]ヒド
ロゲナーゼに見られないスピン分布を示すことから、近位 [4Fe-4S]クラスターが超酸化状
態になっている可能性を見出した。これらの結果を総合して、 S77HYBの近位 [4Fe-4S]クラ
スターが、酸素耐性酵素の [4Fe-3S]クラスターと同様に活性部位に余分の電子を供給して
酸素を還元できる能力を持つことを提案した。
２．論文審査結果
本研究は、新規に見出された Citrobacter sp. S-77由来の膜結合性 4量体 [NiFe]ヒドロ
ゲナーゼのヒドロゲナーゼヘテロ 2 量体ユニット（ S77HYB）の酸素防御機構の構造基盤を
構築することを目的としている。本研究では、最初に遺伝子工学的手法および電気化学的
手法を用いて S77HYB の酸素耐性能の精査を行った。その結果、 S77HYB 酵素の導入により
菌体に酸素耐性を付与できること、および、実際に酸素条件下でも S77HYBが酵素活性を維
持できることを確認した。次に、 S77HYB結晶の空気酸化型、水素還元型および化合物によ
る強制酸化型について高分解能の X 線構造解析に成功した。その結果、近位 [4Fe-4S]クラ
スターとその近傍のアスパラギン酸側鎖が、酵素の酸化還元に同期した可逆的な構造変化
を示すことを見出した。また、この構造変化の可逆性は、分子内の水分子の再配置が重要
であることを見出し、それが分子動力学シミュレーションの結果と整合することを示した。
これらの結果を総合して、 [NiFe]ヒドロゲナーゼの新しい酸素防御の分子機構を提案した。
本研究は、特殊な構造の [4Fe-3S]クラスターではなく、一般的な [4Fe-4S]クラスターで
も酵素の構造条件が整えば酸素耐性に寄与しうるということを構造化学的に初めて示し、 
[NiFe]ヒドロゲナーゼが酸素によって機能を失わないための新しい防御機構を見出したも
のと評価できる。本研究の進展は、今後当該分野の基礎研究の発展に加えて、新規の人工
デバイスの開発等に大いに寄与するものと期待される。また、本研究結果は、酸素によっ
て不活性化されやすい他の酵素分子の活性を制御する研究にも重要な知見を与え得る。
よって、本論文は博士（理学）の学位論文として価値のあるものと認める。
また、令和２年１月２０日、論文内容およびこれに関連する事項について試問を行った
結果、合格と判定した。


